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(57) Abstract 

The invention relates 
to a method for obtaining 
high-purity vWF or factor 
VIII/vWF complex by im- 
munoaffinity chromatography, 
characterized in that a vWF 
or factor VIII/vWF complex 
bound with an immune 
adsorbing agent is eluted with 
an elution agent containing 
a zwitterion as an essential 
active part, whilst preserving 
the molecular integrity of 
the vWF or factor VIII/vWF 
complex. The invention 
also relates to a preparation 
containing high-purity vWF 
with a specific activity of 
at least 100 U/mg protein 
obtainable by immunoaffinity 
chromatography and to the 
use of this preparation for 
producing a medicament for 
treating vWD or phenotypic 
hemophilia A. 
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Verfahren zur Gewinnung von hochreinem vWF oder 
Faktor VIII / vWF - Komplex 

Die Erfindung betrifft ein Verfahren zur Gewinnung von hochrei- 
nem vWF bzw. Faktor VIII/vWF-Komplex aus einem biologischen Aus- 
gangsmaterial mittels Immunaf f initatschromatographie sowie eine 
stabile Preparation enthaltend hochreinen vWF oder Faktor 
VI 1 1 / vWF - Komplex . 

Die Blutgerinnung ist ein komplexer ProzeS, der die sequent ielle 
Interaktion einer Reihe von Komponenten, insbesondere von Fibri- 
nogen, Faktor II, Faktor V, Faktor VII, Faktor VIII, Faktor IX, 
Faktor X, Faktor XI und Faktor XII einschlieSt . Der Verlust 
einer dieser Komponenten oder die Inhibierung seiner Funktiona- 
litat fuhrt zu einer verstarkten Blutgerinnungsneigung, die bei 
einigen Patienten lebensbedrohlich sein kann. 

Von Willebrand Faktor (vWF) zirkuliert im Plasma komplexiert mit 
Faktor VIII, wobei Faktor VIII die Blutgerinnung unterstutzt und 
vWF im Komplex mit Faktor VIII diesen stabilisiert und vor pro- 
teolytischem Abbau schutzt. Durch seine Funktion bei der Platt- 
chenaggregation greift der vWF auch direkt in die Blutgerinnung 
ein. vWF existiert im Plasma in einer Serie von multimeren For- 
men von einem Molekulargewicht von 1 x 10 6 bis 20 x 10 6 Dalton. 
Der vWF ist ein Glykoprotein, welches vorwiegend in Endothelzel- 
len von Saugern gebildet und anschliefiend in die Zirkulation 
freigesetzt wird. Dabei wird in den Zellen ausgehend von einer 
Polypeptidkette mit einem Molekulargewicht von ca. 220 kD durch 
Ausbildung von mehreren Schwef elbrucken ein vWF-Dimer mit einem 
Molekulargewicht von 550 kD gebildet. Aus den vWF-Dimeren werden 
dann durch Verknupfung weitere Polymere des vWF mit immer hohe- 
rem Molekulargewicht, bis zu 20 Millionen Dalton, hergestellt. 
Es wird vermutet, dafi insbesondere den hochmolekularen vWF-Mul- 
timeren eine essent ielle Bedeutung bei der Blutgerinnung zu- 
kommt . 

Bei der Hamophilie ist die Blutgerinnung durch Mangel an be- 
stimmten plasmatischen Blutgerinnungsf aktoren gestort . Bei der 
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H^ophilie A beruht die Blutungsneigung. auf einem Mangel an Fa*' 
tor VIII bzw. einem Mangel an vWF, der einen wesentlichen Be- 
standteil des Faktor VIII darstellt . Me Behandlung der Hamophi- 
lie A erfolgt ln erster Linie durch Ersatz des fehlenden Gerin- 

FaZfviir TT Fakt0re0 k ™ rat - «•»■ ^urch infusion von 
Faktor VIII, Faktor VIll-Komplex oder vWF. 

Das vWF-Syndrom besitzt mehrere Krankheitsbilder , die auf eine 
Unter- oder Uberproduktion des vWFs zuruckzuf uhren sind So 
fuhrt eine Uberproduktion von vWF zur vermehrten Neigung zu 
Thromboses Eine Unterversorgung aufgrund der Abwesenheit oder 
exner Reduktion von hochmolekularen Formen des vWF manifest iert 
sxch xn einer vermehrten Blutungsneigung und einer verlangerten 
Blutungszext durch die Inhibition der Plattchenaggregation und 
des Wundverschlufies . 

Der Mangel an vWF kann auch eine phanotypische Hamophilie A her- 
vorrufen, da der vWF ein wesentlicher Bestandteil des funktio- 
nellen Faktor VIII 1st. . In diesen Fallen ist die Halbwertszeit 
des Faktor VIII derart verringert, da* seine Funktion in der 
Blutgerinnungskaskade beeintrachtigt ist. Patienten mit von 
Wxllebrand-Syndrom (vWD) weisen daher oftmals Faktor VIli-Def i 
zxenz auf. Bei diesen Patienten ist die reduzierte Faktor VIII- 
Aktxvxtat nicht die Konseguenz eines Defekts des X- chromosomal en ; 
Genes, sondern eine indirekte Folge der quantitativen und quali- 
tatxven Verande rung des vWF im Plasma. Die Unterscheidung zwi- 
schen Hamophilie A und vWD kann normalerweise durch Messen des 
vWF-Antigens oder durch Bestimmen der Ristocetin-Kof aktor-Akti- 
vxtat erfolgen. Sowohl der vWF-Antigengehalt als auch die 
Rxstocetin-Kofaktor-Aktivitat ist bei den meisten vWD- Patient en 
ernxedrxgt, wogegen sie in Hamophilie A-Patienten normal ist. 

Konventionelle Methoden zur The rap ie des von Will eb rand -Syndroms 
erfolgen mxt aus Plasma gewonnenem vWF, wobei es eine Reihe von 
Ansatzen gibt, vWD- Patienten mit gereinigtem vWF oder Faktor 
yili/vWF-Komplex zu therapieren. Die Entwicklung von monoklona- 
len und polyklonalen Antikorpern gegen Blutf aktoren, insbesonde- 
re gegen vWF, machte eine verbesserte Isolierung und Reinigung 
von vWF oder Faktor Vlii/vWF-Kom P lex aus Plasma oder anderen 
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biologischen Quellen moglich. 

Die Reinigung von Faktor VIII bzw. Faktor VIII/vWF-Komplex aus 
Plasma wird insbesondere dadurch erschwert, daS Faktor VIII nur 
in sehr geringen Mengen im Plasma vorkommt, extrem labil ist, 
und die Assoziation von Faktor VIII mit yWF unter spezifischen 
Bedingungen reversibel ist. 

Durch die Expression von Faktor VIII in rekombinanten Zellen 
(Wood et al., Nature 312: 330-337, 1984) konnte Faktor VIII gen- 
technisch hergestellt werden, jedoch konnte erst durch Zugabe 
oder Koexpression von vWF eine kommerziell einsetzbare Ausbeute 
an rekombinantem Faktor VIII erzielt werden. Ebenso wurde vWF 
durch gentechnische Verfahren hergestellt und in rekombinanten 
Zellen exprimiert (Fischer et al., 1994, FEBS Letters 351: 345- 
348) . 

Die Gewinnung von gereinigtem Faktor VIII, vWF oder Faktor 
VIII/vWF-Komplex aus Plasma oder Faktor VIII bzw. vWF aus rekom- 
binanten Zellen mittels verschiedener Reinigungsverf ahren wurde 
ebenfalls beschrieben. 

Zimmerman et al . (US 4,361,509) beschreiben ein Verfahren zur 
Reinigung von Faktor VIII, wobei Faktor VIII/vWF-Komplex an 
einen monoklonalen anti-vWF-Antikorper gebunden wird und Faktor 
VIII vom Komplex durch CaCl 2 -Ionen dissoziiert wird. Der so er- 
haltene Faktor VIII wird anschliefiend uber einen weiteren Chro- 
matographieschritt in reiner Form gewonnen . Der Immunaf f initats- 
trager, an den vWF noch adsorbiert ist, wird mit einem chaotro- 
pen Agens, insbesondere NaSCN, regeneriert, wobei eine 
vWF/NaSCN-L6sung als Nebenprodukt anfallt und verworfen wird. 

Die US 5, 006,642 beschreibt die Gewinnung von vWF aus einer ge- 
mafi der US 4,361,509 als Nebenprodukt anfallenden Losung aus vWF 
und chaotropem Agens durch Dialyse gegen einen geeigneten Puffer 
oder ein Entsalzen der Losung durch einen weiteren chromatogra- 
phischen Schritt. 

Die EP 0 383 234 beschreibt die Herstellung eines vWF-Konzentra- 
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tes mittels Anionenaustauschchromatographie, wobei ein in einer 
Losung enthaltener Faktor VIII/vWF-Komplex durch Zugabe eines 
calcxum- und aminosaurehaltigen Puffers dissoziiert wird und ein 
vWF-Konzentrat gewonnen wird. 

Die EP 0 469 985 beschreibt ein Verfahren 2 ur Herstellung von 
vWF aus Plasma-Kryoprazipitat, der weitgehend frei von Faktor 
VIII ist, bea den, in einem ersten Reinigungsschritt vWF vom Fak- 
tor VIII getrennt wird, wobei Faktor VIII an einen Anionenaus- 
tauscher bindet , wogegen vWF nicht gebunden wird. In einem zwei- 
ten schritt wird die Salzkonzentration des vWF-haltigen Eluats 
verrxngert, wodurch vWF an einen zweiten Anionenaustauscher bin- 
den kann. vWF wird anschliefcend durch Erhohung der lonenstarke 
eluiert . 

Fur den Einsatz zur Therapie von Patienten n.it von Willebrand- 
Syndrom, aber auch von Patienten mit phanotypischer Hamophilie A 
ist em gereinigter vWF, der gegebenenf alls mit Faktor VIII kom- 
plexaert ist, wunschenswert . Zudem wird durch den stabilisieren- 
den Effekt des vWF eine bessere Lagerstabilitat von Faktor VIII- 
Praparaten erreicht . 

Zur Reinigung des Faktor VIIl/vWF-Komplexes wurde vorgeschlagen 
kontaminierende Proteine, wie etwa Fibrinogen, mit hohen Konzen- 

<ll I*?* ^ Amin ° Sauren ' insbesondere von Glycin, auszuf alien 
(WO 82/04395, EP 0 383 234). 

Die EP 0 600 480 beschreibt die Reinigung von Faktor VIII /vWF- 
Komplex aus Plasma mittels einer Kombination aus Anionen/Katio- 
nen-Austauscherchromatographie, wobei der Faktor VII I/vWF-Kom - 
Plex mit Heparin stabilisiert und gegebenenf alls Lysin ais Anti- 
protease zugegeben wird. 

Die EP o 295 645 beschreibt die Reinigung von Faktor VIIl/vWF- 
Komplex an einer Af f initatsmatrix, wobei als Af f initatstrager 
spezxfische an vWF bindende Peptide eingesetzt werden, an die 
der Komplex bindet und anschliefiend mit einem pH-Gradienten 
eluiert wird. 

Die wo 96A0S84 beschreibt ein Verfahren zur Gewinnung von hoch . 
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reinem rekombinanten vWF mittels kombinierter Anionenaustausch/ 
Heparin-Af f initatschromatographie und die EP 0 705 846 die Tren- 
nung zwischen hoch-und niedermolekularen Fraktionen von vWF. 

Mejan et al. (1988, Thrpmb. Haemost. 59: 364-371) schlugen vor, 
Faktor VIII/vWF-Komplex mittels Immunaf fini tat aus Plasma zu 
reinigen. Durch Verwendung eines vWF-spezif ischen Antikorpers, 
gekoppelt an einen Trager, wird unter physiologischen Bedingun- 
gen Faktor VIII/vWF-Komplex an den Trager gebunden und unter 
alkalischen Bedingungen bei einem pH-Wert von 10 , 2 der Komplex 
eluiert. Das Eluat wird sofort zur Neutralisation des alkali- 
schen Milieus mit 2 M Essigsaure versetzt, mit humanem Serumal- 
bumin stabilisiert und anschlieSend lyophilisiert . Das schwach 
alkalische Elutionsmilieu wurde insbesondere deshalb ausgewahlt, 
um eine Dissoziation des Faktor VIII/vWF-Komplexes und eine In- 
aktivierung von Faktor VIII zu verhindern. 

Es wird jedoch immer wieder betont, daS eine besondere Schwie- 
rigkeit bei der Reinigung des Komplexes darin besteht, die Asso- 
ziation der Proteine zu erhalten, da der Komplex der beiden Kom- 
ponenten instabil ist. Mejan et al . (1988, Thromb. Haemost . 59: 
364-371) erreichten mit ihrem Verfahren eine 50%ige Zuruckgewin- 
nung des Faktor VIII/vWF-Komplexes mit einer spezifischen Akti- 
vitat von Faktor VIII s 20 U/mg und von vWF s 2 0 U/mg. Unter den 
beschriebenen Elutionsbedingungen wurde jedoch eine teilweise 
Freisetzung der Antikorper von der Saule beobachtet, was zu 
einer Kontamination des Eluats mit etwa 90 ng/ml Eluat an Maus- 
IgG fuhrte. Die Antikorper muSten daher durch einen weiteren 
chroma tographischen Schritt entfernt werden. 

Hornsey et al . (1987, Thromb. Haemost. 57: 102-105) untersuchten 
den EinfluS verschiedener Elutionsmittel bei der Immunaf fini- 
tatsreinigung von Faktor VIII/vWF-Komplex und stellten fest, daS 
chaotrope Agent ien, wie Kaliumiodid und Lithiumdiiodsalicylate 
besonders effektiv als Elutionsmittel wirken. Das verwendete 
Elutionsmittel enthielt zudem Calciumchlorid- Ionen sowie zur 
Stabilisierung der Faktor VIII- und vWF-Aktivitat 1 M Lysin. Es 
wurde beobachtet, daS die hohe Konzentration der Aminosaure die 
Proteine vor dem denaturierenden Ef f ekt des chaotropen Agens 
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schutzt. unter den verwendeten Elutionsbedingungen wurdegef un- 
dents das Endprodukt mit dem Immunadsorbens, hier Maus-mono- 
klonale vWF-Antikorper , bis zu 30 ng/ml (etwa 300 ng/mg Protein) 
verunreinigt war. Das chaotrope Desorptionsmittel mufcte eben- 
f alls . auf grand seiner hohen Toxizitat aus dem Produkt durch 
61nen ^atzlichen Reinigungsschritt eritfernt werden . Hornsey et 
al. (1987, Thromb. Haemost. 57: 102-105) erreichten durch die 
Immunaffinitatschromatographie eine Ausbeute von 57% Faktor 
VIII :C und 44% vWF und eine spezifische Aktivitat von 45 U Fak- 
tor VIII und 60 U Ristocetin-Aktivitat/mg Protein. 

Obwohl fur die Reinigung von vWF oder Faktor VIH/vWF-Komplex 
die Immunaf finitat eine der bevorzugten Methoden ist, ist der 
groSte Nachteil bei der Verwendung der Immunaf f ini tats chromato- 
graphic die mogliche Kontamination des Endproduktes mit dem 
Immunadsorbens sowie die notwendige Regenerierung der verwende- 
ten Affinitatsmatrix. Die starke Bindung zwischen Antikorper und 
vWF bzw. Faktor VIII/vWF-Komplex macht es oft notwendig, ein 
starkes Desorptionsmittel, wie etwa ein chaotropes Agens zu 
verwenden. Dadurch wird nicht nur die Aktivitat und molekulare 
Struktur des vWF oder des Faktor VIII/vWF-Komplexes beeintrach- 
tigt, sondern hat auch durch ein kontinuierliches Freisetzen von 
Antxkorpern vom Trager ein Auslaugen ("leakage") des Immuntra- 
gers zur Folge. Die Halbwertszeit des Af f initatstragers wird 
stark herabgesetzt und seine mehrfache Verwendbarkeit ist beein- 
trachtxgt. Da insbesondere fur die kommerzielle Praparation von 
vWF oder Faktor VIII /vWF-Komplex die Verwendung von Immunaf fini- 
tatssaulen sehr kostspielig ist, ware es daher wunschenswert 
em Verfahren zur Verfugung zu stellen, das diese Nachteile ' 
nicht auf weist. 

Das Ziel der vorliegenden Erf indung ist es daher, ein verbesser- 
tes Verfahren zur Gewinnung von vWF bzw. Faktor VIII/vWF-Komplex 
mittels Immunaffinitatschromatographie, das die oben beschriebe- 
nen Nachteile nicht aufweist, zur Verfugung zu stellen. 

Die Aufgabe wird erf indungsgemaS dadurch gelost, dafi " ein Verfah- 
ren zur Verfugung gestellt wird, bei dem vWF oder Faktor VIII/ 
vWF-Komplex mittels Immunaf f initatschromatographie gereinigt 
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wird f wobei ein an ein Immunadsorbens gebundener vWF oder Faktor 
VIII/vWF-Komplex mit einem Elutionsmittel , enthaltend als we- 
sentlichen aktiven Be'standteil ein Zwitterion, eluiert wird. 

Als Zwitterionen im Elutionsmittel konnen z.B. gemafi der vorlie- 
genden Erf indung Aminosauren oder Analoge von Aminosauren ver- 
wendet werden, deren isoelektrischer Bereich zwischen 3,2 und 
9,6 liegt und die im neutralen pH-Bereich als Zwitterionen vor- 
liegen. Die bevorzugten Zwitterionen sind dabei ausgewahlt aus 
der Gruppe von neutralen Aminosauren oder Analogen von Aminosau- 
ren, vorzugsweise Alanin, S-Alanin, 2-Aminobuttersaure, 4-Amino- 
buttersaure, Asparagin, Citrullin, Glutamin, Glycin, Histidin, 
Isoleucin, . Leucin, Methionin, Phenylalanine Prolin, Sarkosin, 
Serin, Taurin, Threonin, Tryptophan und Tyrbsin, oder Betaine 
oder Analoge davon, insbesondere Sulf obetaine . 

Besonders bevorzugt sind zur Durchfuhrung des Verfahrens die 
Aminosauren Alanin, S-Alanin, Glycin, Histidin, Phenylalanin, 
oder Betain. Die Zwitterionen konnen gemaS dem vorliegenden 
Verfahren in einer wasserigen Losung in einer Konzentration 
zwischen 0,01 und 0,5 M, vorzugsweise zwischen 0,08 und 0,2 M, 
besonders bevorzugt zwischen 0,1 und 0,15 M vorliegen. Wasserige 
Losungen konnen dabei Losungen sein, die ausschlieSlich aus 
Wasser bestehen und keine weiteren Zusatze enthalten. 

Das Elutionsmittel enthaltend das Zwitterion kann gemaS dem vor- 
liegenden Verfahren einen physiologischen pH-Wert aufweisen, 
vorzugsweise einen pH Wert zwischen 6,5 und 8,0, besonders be- 
vorzugt zwischen 7,0 und 7,8, insbesondere bevorzugt von 7,4. In 
diesem pH-Bereich verhalten sich alle oben genannten Aminosauren 
oder Analoge davon elektrisch neutral und liegen als Zwitter- 
ionen vor . 

Das Elutionsmittel kann durch einfaches Losen der Aminosaure 
oder des Analogen einer Aminosaure mit der gewunschten Molaritat 
in Wasser hergestellt werden. Da durch die neutrale Ladung des 
Zwitterions sich der pH-Wert und die Ionenstarke nicht oder nur 
unwesentlich andern, ist ein Einstellen eines pH-Wertes oder der 
Ionenstarke nicht unbedingt notwendig. Da in einigen Fallen, 
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beispielsweise wenn ein oder mehrere Virusinaktivierungsschritte 
durchgefuhrt werden, eine zusatzliche Stabilisierung des Eluats 
enthaltend den vWF bzw. vWF-Komplex wunschenswert ist, konnen 
gegebenenfalls als weitere Substanzen Zucker, etwa Saccharose 
oder Maltose, als Stabilisatoren zugesetzt werden. Da sich diese 
Zucker ebenfalls chemisch/physikalisch neutral verhal ten, er- 
folgt bei Zugabe keine pH-Anderung des Elutionsmittels. ' 

Die Verwendung von Aminosauren, wie etwa Glycin, Histidin oder 
Arginin als Fallungsmittel , Antiprotease oder Stabilisator, oder 
zur verbesserten Rekonstitution von Faktor VIli-Losungen wurde 
z.B. in der EP 0 383 234 oder der EP 0 600 480 beschrieben, wo- 
b ei die Konzentration der eingesetzten Aminosauren zwischen 0,5 
- 3 M lag. Zudem sind Aminosauren als Bestandteil von Elutions- 
mittel oder Puf fern bei chromatographischen Verfahren bekannt. 
Tsang et al. (1991, J. Immunol. Methods 138: 291-299) untersuch- 
ten verschiedene Dissoziationsbedingungen von an Immunaffini- 
tatsmatrices gebundenen Antigenen und fanden, daS chaotrope Mit- 
tel die effektivsten Dissoziationsreagentien zur L6 sung von An- 
tigen-Antikorper-Bindungen sind. Die spezifische Aktivitat der 
eluierten Proteine war jedoch aufgrund der denaturierenden Wir- 
kung der chaotropen Agent ien gering. Die Verwendung von 0,5 M 
Glycin, P H 2,0, als Elutionreagens zeigte eine vergleichsweise 
gennge Dissoziationskapazitat und eine relativ geringe spezifi- 
sche Aktivitat des gewonnenen Proteins. Der niedrige pH-Wert des 
Elutionsmittels machte es zudem notwendig das Eluat schnell zu 
neutralisieren, urn einen weiteren Aktivitatsverlust des Proteins 
zu vermeiden. Ebenso wurde gefunden, daS sich unter diesen Be- 
dingungen Antikorper vom Trager losen und ins Eluat gelangen. 

Aufgrund der Beobachtungen von Tsang et al . (1991, j. Immunol 
Methods 138: 291-299) war es daher urn so uberraschender , daS im 
Rahmen der vorliegenden Erfindung gefunden wurde, daS ein Elu- 
tionsmittel enthaltend als wesentliches aktives Elutionsreagens 
exn Zwitterion, in der Lage ist, einen Antikorper/Antigen-Kom- 
plex unter milden Bedingungen und im neutralen pH-Bereich und 
ohne Verwendung von chaotropen Agentien ef fektiv zu dissoziie- 
ren. Durch die milden Elutionsbedingungen wird nicht nur effi- 
zient das gewunschte Antigen in gereinigter Form, und aufgrund 
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der hohen Spezifitat zurn Antikorper, frei von verunreinigenden 
* Bestandteilen erhalten, sondern kann auch im wesent lichen frei 
von Immunadsorbens gewonnen werden, da zwar eine Dissoziation 
des Antikorper-Antigen-Komplexes erf olgt , die Bindung des Anti- 
korpers an den Trager jedoch nicht beeinflufit wird und der An- 
tikorper stabil mit dem Trager assoziiert bleibt . 

Zur Durchfuhrung des erf indungsgemafien Verfahrens kann als 
Ligand jedes Immunadsorbens, das eine Bindungsspezif itat zu vWF 
besitzt und an einem festen Trager als Ligand immobilisiert 
werden kann, verwendet werden. 

Gemafi einer Ausf uhrungsf orm des erf indungsgemaSen Verfahrens 
wird ein anti-vWF-Antikorper als Immunadsorbens verwendet. Der 
eingesetzte Antikorper kann polyklonal oder monoklonal sein. Be- 
sonders bevorzugt sind jedoch monoklonale Antikorper. Zur Durch- 
fuhrung des erf indungsgemaSen Verfahrens konnen alle bekannten 
anti-vWF-Antikorper eingesetzt werden, etwa solche wie sie von 
Goodall et al . (Thromb. Haemost . 54: 878-891, 1985) beschrieben 
sind. Vorzugsweise wird ein monoklonaler vWF-Antikorper aus 
einem Hybridom, ausgewahlt aus der Serie von Zellhybridisierun- 
gen von Mausemyelom X63 und Splenozyten von BALB/C-Maus, immuni- 
siert mit Faktor VIII/vWF-Komplex, wie sie etwa in der 
EP 0 179 006 beschrieben werden, eingesetzt. 

Gemafi einer bevorzugten Ausf uhrungsf orm wird zur Durchfuhrung 
des erf indungsgemaSen Verfahrens als Ligand ein Fragment eines 
anti-vWF-Antikorpers, der vWF bzw. Faktor VIII/vWF-Komplex bin- 
det, eingesetzt. Besonders bevorzugt ist dabei das F 1 ab-Fragment 
eines vWF-Antikorpers . Die Verwendung eines Fragmentes eines 
spezifischen Antikorpers hat den Vorteil, dafi auf einfache Weise 
eine Af f initatstragermatrix mit dem Antikorper- Fragment als Li- 
ganden hergestellt werden kann, wobei durch die geringere mole- 
kulare Grofie des Liganden die Antigenbindungskapazitat und Bin- 
dungsef f izienz des Tragers erhoht werden kann; Auch wird das Ri- 
siko, dafi durch einen moglicherweise ins Eluat gelangenden kom- 
pletten Antikorper, das Produkt verunreinigt wird, stark herab- 
gesetzt und damit vernachlassigbar . 
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Das Immunadsorbens ist vorzugsweise an einen.Trager immobili- 
siert, wobei als Trager alle bekannten naturlichen oder synthe- 
tischen unloslichen Polymere, die fur die Affinitatschromato- 
graphie geeignet sind, verwendet werden konnen. 
Das erf indungsgemafie Verfahren stellt eine einfache und effi- 
ziente Methode zur Gewinnung von vWF oder Faktor Vlli/vWF-Kom- 
plex mit einer hohen spezifischen Aktivitat und Ausbeute aus 
einer gegebenenfalls nicht vorgereinigten Proteinlosung dar. Als 
Ausgangsmaterial enthaltend vWF oder Faktor VIli/vWF-Komplex 
kann dabei jede biologische Losung, etwa Plasma, ein Plasmapool, 
eine Plasmafrakt ion, ein Kryoprazipitat , der Uberstand einer 
Zellkultur, die rekombinanten vWF oder Faktor VIII exprimiert 
bzw. Faktor VIII und vWF co-exprimiert , oder eine vorgereinigte 
Proteinlosung dienen. Das vorliegende Verfahren ist jedoch be- 
sonders geeignet, aus nicht -vorgereinigten Proteinlosungen, etwa 
direkt aus Plasma oder dem Uberstand einer rekombinanten Zell- 
kultur, vWF Oder Faktor VIIl/vWF-Komplex zu gewinnen. vWF oder 
Faktor VIIl/vWF-Komplex enthalten in einem Ausgangsmaterial wird 
gemafi dem vorliegenden Verfahren vorzugsweise unter physio- 
logischen Bedingungen an das Immunadsorbens gebunden. Dabei wird 
die Ausgangslosung bei einer Temperatur zwischen 4°C und 20 °C 
auf einen pH-Wert zwischen 6,5 und 7,8 eingestellt und mit dem 
Immunadsorbens in Kontakt gebracht, wodurch aufgrund der spezi- 
fischen Bindungsfahigkeit des Antikorpers zum vWF, der vWF bzw. 
Faktor VIII komplexiert mit vWF gebunden wird, wogegen andere, 
in der Losung enthaltene Proteine nicht gebunden und so in ein- 
facher Weise vom vWF oder Faktor VIII /vWF-Komplex abgetrennt 
werden. 

Durch das erf indungsgemaSe Verfahren und Elution mit einem 
Puffer im neutralen pH-Bereich, enthaltend als wesentliches, 
eluierendes Agens ein Zwitterion, lassen sich vWF oder Faktor 
VIIl/vWF-Komplex vom Immunadsorbens mit besonders hoher Effi- 
zienz gewinnen. Durch die spezifische Interaktion von vWF und 
Faktor VIII in einem Komp lex wird auch Faktor VIII komplexiert 
mit vWF gebunden, wogegen freier, nicht-komplexierter Faktor 
VIII nicht. an das Immunadsorbens binden kann. Mit Hilfe des er- 
findungsgemaSen Verf ahrens wird daher reiner vWF bzw. aus- 
schlieSlich mit vWF komplexierter Faktor VI I I gewonnen. Insbe- 
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sondere wurde f estgestellt , dafi etwa 85% des im Ausgangsmaterial 
vorhandenen vWF bzw. Faktor VIII/vWF-Komplexes zuriickgewonnen 
werden konnen. Durch das erf indungsgemafie Verfahren wird daher 
vWF bzw. Faktor VIII/vWF-Komplex mit einer Reinheit von mehr als 
90%, vorzugsweise von mehr als 95% wiedergewonnen. Diese hohe 
Wiedergewinnungsrate und Reinheit wurde mit bisher beschriebenen 
Chromatographieverf ahren in einem Verf ahrensschritt nicht er- 
reicht. Auch haben die Verwendung des beschriebenen Elutionsmit- 
tels und die milden Elutionsbedingungen den Vorteil, dafi die 
Assoziation des Faktor VIII mit vWF und damit die physiologische 
und molekulare Struktur des Komplexes erhalten bleibt. 

Das erfindungsgemaSe Verfahren hat als weiteren besonderen Vor- 
teil, daS vor und wahrend der Elution keine pH-Anderung der L6- 
sung enthaltend die Proteine erfolgen muS und die biologische 
Aktivitat des zu reinigenden Proteins durch eine pH-Anderung 
nicht beeintrachtigt wird, 

Durch die Verwendung des oben beschriebenen Elutionsmittels wird 
der vWF bzw. der vWF-Komplex effizient vom Immunadsorbens desor- 
biert, ohne die strukturelle Integritat des vWF bzw. die Aktivi- 
tat des vWF oder Faktor VIII zu beeintrachtigen . Die Unversehrt- 
heit der strukturellen Integritat des vWF wurde insbesondere 
durch vWF-Multimeranalyse, wie etwa in der EP 0 705 846 be- 
schrieben, vor Adsorption und nach Elution vom Immun-Trager 
nachgewiesen . Ebenso hat sich gezeigt, daS die Kollagenbindungs- 
aktivitat, sowie die spezifische Plattchenagglutinationsaktivi- 
tat des vWF im wesentlichen nicht beeintrachtigt ist . 

Ein Vergleich der Faktor VIIIrAg zur Faktor VIII : C-Aktivi tat im 
Ausgangsmaterial und nach Elution vom Trager zeigte, daS das 
Verhaltnis sich nicht verandert . Die spezifische Aktivitat be- 
tragt vorzugsweise > 80 U/mg. 

Der mit dem erf indungsgemafien Verfahren erhaltene hochreine vWF 
bzw. Faktor VIII/vWF-Komplex kann gegebenenf alls durch aus dem 
Stand der Technik bekannte chromatographische Methoden, wie 
Ionenaustausch- , Affinitats- oder Gelf iltrationschromatographie 
weiter gereinigt werden. Gereinigter Faktor VIII/vWF-Komplex 
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kann beispielsweise an einen Affinitatstrager, der entweder vWF 
Oder Faktor VIII spezifisch bindet, adsorbiert werden, und die 
Proteine mit einem Puffer, der den Komplex dissoziiert, etwa 
einem Puffer mit niedrigem P H-Wert, hoher Ionenstarke , ' enthal- 
tend CaCl 2 oder NaCl , getrennt voneinander und in freier Form 
gewonnen werden. Durch dies e Vorgangsweise kann selektiv freier 
nicht mit vWF-komplexierter Faktor VIII bzw. nicht mit Faktor 
Vlll-komplexierter vWF gewonnen werden. Die so isolierten Pro- 
teine oder Antigene zeichnen sich insbesondere dadurch aus, dafi 
sie in bezug auf die vWF-Bindung bzw. Faktor VIH-Bindung nicht 
beeintrachtigt sind. Dadurch kann gezielt hochreiner Faktor VIII 
mit einer hohen vWF-Bindungsspezif itat bzw. hochreiner vWF mit 
hoher Faktor VIIl-Bindungsspezif itat im Verhaltnis zum Antigen- 
gehalt gewonnen werden. 

Die vorliegende Erfindung umfafit daher auch hochreinen vWF mit 
einer Faktor VIII -Bindungskapazitat von mehr als 90%, vorzugs- 
weise mehr als 95% bzw. Faktor VIII mit einer vWF-Bindungsaf f i- 
nitat von mindestens 90%. Bin derart gereinigter vWF bzw. Faktor 
VIIl/vWF-Komplex kann etwa wie in der EP 0 705 846 beschrieben 
mittels Heparinaf f initatschromatographie weitergereinigt werden 
wodurch hochmolekulare vWF-Multimere angereichert werden. Der so 
erhaltene vWF bzw. Faktor VIIl/vWF-Komplex enthaltend insbeson- 
dere hochmolekulare vWF-Multimere zeichnet sich durch eine hohe 
spezifische Plattchenaggregation von mindestens 60 U/mg Protein 
aus. 

Insbesondere wird mit dem erfindungsgemaSen Verfahren gereinig- 
ter vWF bzw. Faktor VI I I /vWF- Komplex in einer wassrigen Losung, 
enthaltend ein Zwitterion in einer Konzentration zwischen 0,08 M 
bis 0,2 M und einem pH zwischen 7,3 und 7,8, gewonnen, wobei das 
Zwitterion ausgewahlt ist aus der Gruppe der Aminosauren Glycin, 
Alanin, 6-Alanin, Phenylalanin und Histidin, oder der Betaine 
Dieser gereinigte vWF bzw. Faktor VI 1 1 /vWF -Komplex kann dann ge- 
gebenenfalls einem weiteren aus dem Stand der Technik bekannten 
Virusabreicherungs- und/oder Virusinaktivierungsschritt unter- 
zogen werden. 



Die gereinigte Losung kann beispielsweise direkt uber ei 
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ter mit einer Porenweite zwischen 100 nm bis 0,45 /im sterilfil- 
triert und ohne Zusatz eines Stabilisators, insbesondere eines 
hochmolekularen Stabilisators, lyophilisiert werden. 

Das erf indungsgemaSe Verfahren kann zur Reinigung und Gewinnung 
von rekombinantem oder plasmatischem vWF bzw. Faktor VIII/vWF- 
Komplex eingesetzt werden. 

Ein weiterer Gegenstand der vorliegenden Erf indung betrif f t eine 
stabile Preparation enthaltend hochreinen vWF bzw. Faktor VIII/ 
vWF-Komplex erhaltlich durch Immunaf f initatsschromatographie . 
GemaiS der vorliegenden Erf indung enthalt die stabile Preparation 
vWF mit einer Reinheit von mindestens 95% und einer spezifischen 
Antigen-Aktivitat von mindestens 95 U/mg Protein, vorzugsweise 
von 100 U/mg Protein. Eine erf indungsgemaS bereitgestellte sta- 
bile Preparation enthaltend Faktor VIII/vWF-Komplex weist eine 
Reinheit von mindestens 95%, vorzugsweise von 99%, wobei die 
spezifische Aktivitat von Faktor VIII :C mindestens 95 U/mg Pro- 
tein und von vWF von mindestens 95 U/mg Protein auf weist und da- 
mit das Verhaltnis der spezifischen Aktivitat im Komplex 1:1 
ist . 

Gemafi einer besonderen Ausf uhrungsf orm besteht der Faktor VIII/ 
vWF- Komplex aus rekombinantem Faktor VIII und rekombinantem vWF, 
wobei das Verhaltnis von Faktor VIII zu vWF zwischen 0,01 und 
100 , vorzugsweis zwischen 1:30 und 1:70, besonders bevorzugt bei 
ungefahr 1:50 liegt. Es wurde im Rahmen der Erf indung gefunden, 
daS sich die Zellkulturuberstande von rekombinanten vWF- bzw. 
Faktor Vlll-exprimierenden Zellen mit einer definierten Konzen- 
tration an Antigen in einem bestimmten beliebigen Verhaltnis 
mischen lassen und nach Durchfuhrung des erf indungsgemaSen Ver- 
fahrens gereinigter Komplex bestehend aus rekombinanten Protei- 
nen auch in dem gewiinschten Verhaltnis wiedergewinnen laSt . 

BekanntermaSen wird vWF bei der Reinigung aus Plasma oder Kryo- 
prazipitat durch gegebenenf alls anwesende Proteasen zu nieder- 
molekularen vWF- Fragment en degradiert, die dann als niedermole- 
kulare Fraktion mit Satellitenbanden im SDS-Gel identif iziert 
werden konnen (Furlan et al . , 1993, PNAS.. 90: 7503-7507). Auch 
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wird Faktor VIII durch anwesende Proteasen teilweise aktiviert, 
wodurch die spezifische Aktivitat des Faktor VIII/vWF-Komplexes 
reduziert wird. 

Gemes einem weiteren Aspekt der vorliegenden Erfindung wird eine 
stabile Preparation enthaltend hochreinen vWF bzw. Faktor 
VIII/vWF-Komplex zur Verftigung gestellt, die sich insbesondere 
dadurch auszeichnet, daS die molekulare und strukturelle Inte- 
gritat des vWF bzw. des Faktor VIII/vWF-Komplexes im wesentli- 
chen erhalten ist und daS sie keine proteolytischen Abbaupro- 
dukte des vWF oder aktivierten Faktor VIII enthalt. 

GemaS einem weiteren Aspekt ist die erf indungsgernaSe Preparation 
im wesentlichen frei von durch das Immunadsorbens verursachte 
•Verunreinigungen, wobei die Menge an gegebenenf alls vorhandenem 
Immunadsorbens, insbesondere an Antikorper, weniger als 15 ng/mg 
Protein, vorzugsweise weniger als 10 ng/mg Protein und besonders 
bevorzugt weniger als 7 ng/mg Protein betragt . Desweiteren 
zeichnet sich die erf indungsgemafie Preparation dadurch aus, daiS 
sie weniger als 3%, vorzugsweise weniger als 1% Fibrinogen und 
weniger als 1%, vorzugsweise weniger als 0,5% Fibronektin ent- 
halt. Die Bestimmung des Fibrinogen- bzw. Fibronektin-Gehaltes 
erfolgte dabei mittels EL ISA gemafi dem Stand der Technik. 

Im Rahmen der vorliegenden Erfindung hat sich gezeigt, daE ins- 
besondere durch die Verwendung eines Elutionsmittels enthaltend 
als wesentliches eluierendes Agens im Puffer eine Aminosaure, 
wie Glycin, Histidin oder Alanin, die bisher auch zur Stabili- 
sierung von Proteinlosungen eingesetzt wurden, der eluierte vWF 
oder Faktor VIII/vWF-Komplex wahrend des gesamten Reinigungsver- 
fahrens in einem stabilisierenden Milieu gehalten werden kann 
und daher die gewonnene Preparation besonders stabil ist. 

Die erf indungsgemafie Preparation ist in Losung bei 4°C uber 
einen Zeitraum von mindestens 2 Wochen, bei -20 °C tiefgefroren 
fur mindestens 6 Monate und als Lyophilisat mindestens 1 Jahr 
bei einer Temperatur von -20°C bis 4°C stabil. Durch die Anwe- 
senheit etwa von Histidin im Elutionsmittel wird zudem eine Pre- 
zipitation des vWF- bzw. Faktor VIII/vWF-Komplexes beim Lyophi- 



■NSDOCID: <WO_ 9838218A1_I_> 



WO 98/38218 



- 15 - 



PCT/AT98/00033 



lisiervorgang verhindert . Die erf indungsgemaSe Preparation kann 
daher gegebenenf alls ohne weitere Zusatze direkt zu einem lyo- 
philisierten Produkt weiterverarbeitet werden. Zur Verbesserung 
der Rekonstitution des lyophilisierten Praparates kann auch, wie 
etwa in der WO 93/22336 bes.chrieben, Arginin zugesetzt werden. 
Die stabile Preparation kann zur Verabreichung am Menschen in 
entsprechender Weise als stabile pharmazeutische Preparation 
formuliert werden und geeignete Puffer oder physiologisch akzep- 
table Trager enthalten. Wie oben schon erwahnt, kann aufgrund 
der besonders guten Stabilitat der Preparation gegebenenf alls 
auf den Zusatz eines Stabilisators verzichtet werden. Bekannter- 
mafien wird durch die Zugabe eines Stabilisators/ insbesondere 
von HSA, die spezifische Aktivitet einer Antigenpreparation re- 
duziert, wodurch die verabreichbare pharmazeutische Zusammen- 
setzung eine geringere spezifische Aktivitet aufweist als die 
direkt nach der Reinigung gewonnene Proteinpreparation. 

Gemefi der vorliegenden Erfindung wird daher eine pharmazeutische 
Zusammensetzung enthaltend vWF bzw. Faktor VIII/vWF-Komplex mit 
einer. Reinheit von mindestens 95%, vorzugsweise 99%, und einer 
spezifischen Aktivitat von vWF von mindestens 95 U/mg und Faktor 
VIII von mindestens 95 U/mg bereitgestellt , die im wesentlichen 
frei ist von hochmolekularen Substanzen und Stabilisatoren, ins- 
besondere von HSA. Dadurch unterscheidet sich die erf indungsge- 
mefie pharmazeutische Preparation von bisher bekannten pharmazeu- 
tischen Zusammensetzungen, die zur Stabilisierung Substanzen wie 
etwa Albumin oder Heparin enthalten . 

Prinzipiell bedarf es jedoch keiner weiteren aufwendigen Umfor- 
mulierung der gereinigten Preparation zur Verabreichung am Me- 
nschen, da das gereinigte Produkt schon in einer physiologisch 
vertreglichen Zusammensetzung vom Af f initetstreger gewonnen 
werden kann. Ebenso liegt es bereits im Eluat in einer stabilen 
und stabilisierten Form vor. 

Das erf indungsgemaSe Verfahren stellt somit ein einfaches Ver- 
fahren zur schonenden Gewinnung von hochreinem vWF bzw. Faktor 
VIII/vWF-Komplex und der. einfachen Herstellung eines stabilen 
pharmazeutischen Praparates dar, das gegebenenf alls direkt fur 
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eine therapeutische Anwendung verwendet werden kann. 

Vor der Verarbeitung des hochreinen vWF bzw. vWF-Komplexes zu 
einer pharmazeutischen Preparation ist es von Vorteil, eine 
Inaktivierung oder Abreiche rung von Viren vorzunehmen. Dies kann 
durch im Stand der Technik bekannte chemische und/oder physika- 
lische Behandlung erfolgen. Da durch die Anwesenheit von Amino- 
sauren, wie Glycin, Alanin oder Histidin, enthalten in der er-. 
f indungsgemafien stabilen Praparation, vWF bzw. Faktor VIII/vWF- 
Komplex in einem physiologischen und stabilisierenden Milieu 
vorliegt, kann das gereinigte Produkt gegebenenf alls ohne weite- 
re Zusatze von Stabilisatoren direkt einem Virusinaktivierungs- 
schritt unterzogen werden. 

Die gemafi der vorliegenden Erfindung zur Verfugung gestellte 
stabile Prapration kann zur Herstellung eines Arzneimittels zur 
Behandlung von Hamophilie A oder der vWD verwendet werden. 

Die Erfindung wird anhand der nachf olgenden Beispiele und der 
Zeichnungsf igur naher erlautert, wobei sie jedoch nicht auf 
diese besonderen Ausf uhrungsf ormen eingeschrankt ist . 

Es zeigt: Fig. 1: eine Gelf iltrat ionsanalyse des Faktor VIII/ 
vwF-Komplexes . 

Beispiel 1 beschreibt die Bestimmung der Wechselwirkung von ver- 
schiedenen anti-vWF-Antikorpern und vWF mittels "Surface Plasmon 
Resonance" und Desorption des Antigens vom Komplex mit verschie- 
denen Puf fern; Beispiel 2 beschreibt das Desorptionsverhalten 
des vWF-Antigens vom Antigen-Antikorper-Komplex unter verschie- 
denen Puf f erbedingungen; Beispiel 3 beschreibt die Reinigung von 
rekombinantem vWF aus Zellkulturuberstanden mittels Immunaf f i- 
nitat; Beispiel 4 beschreibt die Reinigung von plasmatischem 
Faktor VIII/vWF-Komplex; Beispiel 5 beschreibt die Verwendung 
eines Antikorperf ragmentes fur die Immunaf finitatsreinigung von 
vWF; Beispiel 6 beschreibt die Nachreinigung von . immunaf fini- 
tatsgereinigtem vWF mittels Heparin-Af f initatschromatographie ; 
Beispiel 7 beschreibt den EinfluS des Elutionsmittels auf die 
Faktor VIII : C-Aktivitat ; Beispiel 8 beschreibt die Reinigung 
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eines Komplexes bestehend aus rekombinantem Faktor VIII und re- 
kombinantem vWF; Beispiel 9 beschreibt die Austestung des Elua- 
tes auf Maus-IgG und F 'ab- Fragment e und Beispiel 10 zeigt die 
Integritat des Faktor VI I I /vWF- Komplexes im erf indungsgemafien 
Elutionsmilieu. 

Beispiele 

Allgemeine Methodenbeschreibung zum Testsystem zur Bestinmung 
der Wechselwirkung von Makromolekiilen 

Die Wechselwirkung von Makromolekiilen, dazu zahlt auch die Reak- 
tion von Proteinen mit spezifischen Antikorpern, kann seit kur- 
zer Zeit mit .Hilfe einer.neuen Technologie - der Surface Plasmon 
Resonance - direkt verfolgt werden (Karlsson, 1994, Analyt . 
Biochem. 221: 142-151; Malmqvist, 1993, Nature 361: 186-187). 

In einem optischen System, welches in direktem Kontakt mit der 
zu untersuchenden Probe steht, wird ein von der Molekiil -Konzen- 
tration abhangiger Parameter gemessen und in sogenannten 
"Response -Units (RU) " wiedergegeben . Hohe RU-Werte entsprechen 
einer hoiien Konzentration von adsorbierten Makromolekulen an der 
MeSoberf lache (Sensor Chip) . 

Die Vorteile der Methode bestehen im geringen Subs tanzverbr auch , 
der schnellen Durchf uhrbarkeit und der Moglichkeit der kineti- 
schen Auswertung der Daten. 

Mit Hilfe dieses Mefisystems wurden die grundlegenden Bindungs- 
eigenschaf ten von vWF-spezif ischen Antikorpern untersucht . 

Beispiel 1: 

Bestiiranung der Wechselwirkung von verschiedenen anti-vWF- Anti- 
korpern und vWF mittels "Surface Plasmon Resonance" und Desorp- 
tion des Antigens vom Komplex mit verschiedenen Puff earn 

Monoklonale anti-vWF-Antikorper (Immunotech, Marseille) wurden 
mittels der von Pharmacia angegebenen Standardmethode an die 
aktive Schicht eines CM-Sensorchips gebunden. Als Negativkon- 
trolle wurde eine Spur des Sensorchips mit einem monoklonalen 
Antikorper gegen Pseudomonas Flagellin (PAM 24) beschichtet . Die 
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Effektivitat der Kopplung ist aus dem Anstieg des Signals zu 
erkennen. Die Spuren des Sensorchips wurden nach der Kopplung 
mit 3M NaSCN gewaschen, urn unspezifisch adsorbierten Antikorper 
von der Chipoberf lache zu entfernen. vWF (vorgereinigt iiber 
Anionentauscher- chromatographic) wurde anschlieSend iiber die 
Chipoberf lache geleitet (Adsorptionsphase) . Nach einem Waschvor- 
gang mit Tris-Puffer, pH 7,4, wurden verschiedene Puffer enthal- 
tend 100 mM Glycin und steigenden pH-Werten von pH 6,0 bis pH 
9,0 iiber den Chip geleitet (Elutionsphase) . Tabelle 1 zeigt die 
Bestimmung der Wechselwirkung von veschiedenen anti-vWF-Antikor- 
pern und vWF mittels "Surface Plasmon Resonance" und Desorption 
des Antigens vom Komplex mit Glycin-Puf f er mit verschiedenen P H- 
Werten. 

Tabelle 1 



Glycin-Elution 



Spur 


vWf E 

( 


Jeladung 
RU) 


pH6 


pH7 


pH8 


pH9 




r-vWF 


pdvWF 


r-vWF 


pdvWF 


r-vWF 


pdvWF 


r-vWF 


pdvWF 


r-vWF 


pdvWF 


AvW8-1 


650 


490 


145 


220 


40 


65 


15 


20 


10 


20 


AvW8-2 


870 


760 


75 


125 


25 


50 


10 


15 


15 


12 


PAM24 


12 


25 


10 


15 


10 


15 


10 


15 


10 


15 


Leerspur 


14 


35 


-5 


5 


-20 


5 


-20 


5 


-20 


5 



Laut Offenbarung von Mejan et al. (1988, Thromb. Haemost . 59: ^ 
364-371) liegt die maximale Affinitat zwischen Antikorper und 
Antigen zwischen pH 5 und 7 . Es war daher nicht zu erwarten, dafi 
schon ab einem pH -Wert von 6,0 eine deutliche Ablosung des ad- 
sorbierten r-vWF erfolgte. Die Ande rung des Desorptionsverhal- 
tens des Antigen-AntikSrper-Komplexes wurde auf Anwesenheit von 
Glycin im Puffer zuriickgef iihrt . Weiters zeigte sich, daS die 
beiden unterschiedlichen ant i-vWF- Antikorper AvW8-l und AvW8-2 
das gleiche Verhalten gegenuber Glycin aufweisen. 

Urn auszuschliefcen, daS es sich bei dem beobachteten Effekt urn 
eine spezielle Eigenschaft des rekombinanten vWF handelt - wurde 
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das Experiment, mit gleichem Ergebnis, mit plasmatischem vWF 
(pdvWF) wiederholt. 

Beispiel2: 

Desorptionsverhalten des vWF -Antigens vom Antigen- Antikorper- 
Komplex unter verschiedenen Puf f erbedingungen 

Urn die Natur der vWF-Antigen/anti-vWF-AxLtikorper-Wechselwirkung 
naher zu untersuchen, wurden weitere Elutionsversuche mit ande- 
ren Puf f ern/Elutionsmitteln durchgef uhrt . Vor allem wurde die 
Wirksamkeit von Puf fern enthaltend verschiedene Aminosauren bzw. 
deren Derivate bei pH 7,4 untersucht . 

Zu den untersuchten Substanzen gehorten u.a. : Alanin, b-Alanin 7 
Phenylalanine Histidin, Arginin, Lysin, Glutaminsaure, Aspara- 
ginsaure, Betain und Acetat. 

Tabelle 2 zeigt die Bestimmung der Wechselwirkung von anti-vWF- 
Antikorpern und. vWF-Antigen mittels "Surface Plasmon Resonance" 
und Desorption des Antigens vom Komplex mit Puf fern enthaltend 
verschiedene Aminosauren als Elutionsreagens . 



Tabelle 2 



Aminosaure 


RU vor Elution 


RU nach Elution 


% eluiert 


Alanin 


850 


25 


97 


P-Alanin 


830 


30 1 


97 


Phenylalanin 


520 


25 


95 


Histidin 


550 


15 


97 


Arginin 


970 


780 


20 


Lysin 


840 


730 


13 


Glutaminsaure 


760 


720 1 


5 


Asparaginsaure 


670 


590 


12 


Betain 


680 


-10 


100 


Acetat 


570 


550 


3 



Es wurde gefunden, daS insbesondere Aminosauren mit unpolaren 
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Gruppen wie Glycin, Alanin, g-Alanin oder Phenylalanin oder 
Derivate davon bzw. Aminosauren, welche im neutralen Bereich als 
Zwitterionen vorliegen, wie Histidin, in der Lage sind, den an 
den Antikorper gebundenen vWP effektiv zu eluieren (Tabelle 2). 

Entsprechende Puffer enthaltend diese Aminosauren bzw. Derivate 
davon wurden fur die Reinigung von vWF bzw. vWF/Faktor VIII- 
Komplex mittels Immunaf f initatschromatographie getestet. 

Be is pi e 1 3 : 

Reinigung von rekombinantem vWF aus Zellkulturuberstanden mit- 
tels Immunaf fini tat (derzeit nach Ansicht der Anmelderin der 
beste Weg zur Ausfuhrung der Erfindung) 

Der monoklonale ant i-vWF -Antikorper AvW8-2 wur.de gemafi Instruk- 
tionen des Herstellers kovalent an CNBr-aktivierte Sepharose 
(Pharmacia) gekoppelt. Die Belegung des Harzes mit Antikorper 
betrug dabei 1 mg/ml gepacktes Gel . 

500 ml eines konzentrierten Fermentationsiiberstandes enthaltend 
rekombinanten vWF (rvWF) wurden mit einer linearen FluSrate von 
20 cm/h auf einer Saule 7 gefullt mit 50 ml Af f initatsharz , auf- 
getragen. Nach dem Auftragen der Probe wurde die Saule mit Phos- 
phat-Puffer, pH 7,4, so lange gespult, bis die UV-Absorption des 
Saulenef fluents den Basislinienwert erreicht hat. Gebundener 
rvWF wurde durch langsame (5 cm/h) Elution mit 100 mM Glycin, pH 
7 ,4, von der Saule eluiert . 



In Tabelle 3 sind die Analysendaten der entsprechenden Fraktio- 
nen dargestellt . 

Tabelle 3 



Probe 


vWf Ag (ELISA) 


Ristocetinakisvitat 


Protein 


spez. Aktivitat 




|jg/ml 


% 


U/ml 


% 




% 


mg Ag 
mg Prot 


U RCoA 
mg Prot 


Ausgang 


120 


100 


1,5 


100 


1400 


100 


0,08 


1,07 


Absorbat 


10 


9 


<0,02 


<7 


1220 


96 


0,008 


<0,02 


Eluat 


370 


74 


5,0 


80 


350 


6 


1,06 


14,2 
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Aus diesen Ergebnissen ist ersichtlich, dafi unter den angegebe- 
nen Bedingungen rekombinanter vWF in hoher Reinheit mit einer 
spezifischen Antigen-Aktivitat von mindestens 100 U/mg Protein 
und mit mindestens 74% Zuriickgewinnung in guten Ausbeuten aus 
Fermentationsiiberstanden erhalten werden kann. 

B e i s p i e 1 4 : 

Reinigung von plasxnatischem FVIIl/vWF-Komplex 

50 g Kryoprazipitat wurden in 450 ml Heparinpuf f er gelost . Die 
Faktoren des Prothrombin-Komplexes wurden durch Zusatz von 0,1% 
Alhydrogel entfernt . Die geklarte Proteinlosung wird wie in Bei- 
spiel 3 beschrieben mittels Immunaf finitat gereinigt. In Tabelle 
4 sind die Analysendaten vor und nach Reinigung zusammengef aSt . 



Tabelle 4 



Probe 


vWf Ag (ELISA) 


FVIII-Aktivitat 


Protein 


spez. Aktivitat 




Mg/ml 


% 


U/ml 


% 


mg/ml 


% 


mg vWF 
mg Prot 


FVJU;C 
mg Prot 


Ausgang 


230 


100 


16 


100 


21 


100 


0,01 


0,76 


Absorbat 


10,3 


6 


1,1 


9 


15,2 


98 


0,00 


0,07 


Eluat 


320 


68 


25,5 


78 


0,27 


0,9 


1,18 


94 



Aus Tabelle 4 ist ersichtlich, dafi bei der Verwendung von Kryo- 
prazipitat als Ausgangsmaterial ein FVIII/vWF-Komplex mit hoher 
Reinheit, einer spezifischen Aktivitat von vWF von mindestens 
118 Antigen-U/mg Protein und von Faktor VIII von mindestens 94 
U/mg gewonnen werden kann. Durch das erf indungsgemaSe Verfahren 
wird freier Faktor VIII entfernt und im wesent lichen reiner Fak- 
tor VIII/vWF-Komplex in einem Verhaltnis von etwa 1 : 1 zuruckge- 
wonnen Die Ausbeute an reinem Faktor VIII/vWF-Komplex liegt etwa 
zwischen 70% bis 80% und damit uber den bisher beschriebenen 
Werten fur die Proteingewinnung mittels Immunaf f initatschromato- 
graphie . 
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Beispiel 5 : 

Verwendung eines Antikorperf ragments fur die Immunaf fini tats - 
reiniguag von vWF 

In gleicher Weise wie der intakte monoklonale Antikorper kann 
auch ein F'ab- oder F • ab2-Bruchstuck des monoklonalen Antikor- 
per s verwendet we rden. Diese Vorgangsweise hat den Vorteil, daS 
eventuell im Endprodukt vorhandene Spuren des Antikorpers keinen 
immunologisch wirksamen Proteinanteil (Fc-Anteil) mehr enthal- 
ten. 

Die Fragmentierung des Antikorpers kann durch selektive Protea- 
sen wie Papain oder Pepsin (in freier Form oder an eine unlos- 
liche Tragersubstanz gebunden) erfolgen. Im Folgenden ist die 
Herstellung, Reinigung und Verwendung eines F ' ab- Fragments aus 
dem monoklonalen Antikorper AvW8-2 beschrieben: 

100 mg des monoklonalen Antikorpers AvW8-2 wurden mit 1 mM Cy- 
stein versetzt. Zu dieser Losung wurden 0,5 mg immobilisiertes 
Papain (Fa. Pierce) zugegeben und die Suspension fiir 5 Stunden 
bei 37°C inkubiert. Der Proteaseverdau wurde durch Abfiltrieren 
des immobilisierten Papains gestoppt, eventuelle Restaktivitat 
wurde durch Zugabe von 10 mM Iodacetamid inhibiert . Die Trennung 
der F'ab-Fragmente von Fc- Fragment en, kleineren Bruchstucken und 
intaktem Antikorper erfolgte mittels Anionentauscherchromatogra- 
phie an Poros Q. Gereinigte F'ab-Fragmente wurden mit einer Be- 
legungsdichte von 1 mg/ml Gel an CNBr-aktivierte Sepharose ge- 
koppelt. 500 ml eines konzentrierten Fermentationsuberstandes 
enthaltend r-vWF wurden wie unter Beispiel 3 beschrieben mit 50 
ml des so hergestellten Affinitatsharzes gereinigt . 

Tabelle 5 zeigt die Ergebnisse der Immunaf f initatschromatogra- 
phie mittels Elution mit einem Puffer enthaltend 100 mM Glycin, 
pH 7,4. ' . 
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Tabelle 5 



1 1 uuc 


vWf Ag (ELISA) 


Ristocetinaktivitat 


Protein 


spez. Aktivitat 




|jg/ml 


% 


U/ml 


% 


wg/ml 


% 


mg Ag 
mg Prot 


URCoA 
mg Prot 


Ausgang 


105 


100 


1,8 


100 


1250 


100 


0,08 


1,44 


Absorbat 


9 


9 


<0,02 


<8 


1200 


105 


0,00 


<0,02 


Eluat 


248 


85 


3,8 


76 


265 


4 


0,93 


14.3 



Aus den Ergebnissen in Tabelle 5 geht hervor, da£ sich ein F'ab- 
Fragment des monoklonalen Antikorpers mit gleicher Effizienz wie 
der intakte Antikorper fur die immunaf f initats-chromatographi- 
sche Reinigung von vWF verwenden laSt. Dabei konnte vWF jedoch 
mit einer verbesserten Ausbeute von 85% des Ausgangsmaterials 
und einer spezifischen Aktivitat von mindestens 93 Antigen-U/mg 
Protein zuriickgewonnen werden. 

Beispiel6: 

Nachreinigung mittels Heparin- Af f ini tat s chroma tographi e 

Es ist moglich, die Qualitat des so gereinigten vWF, sei es 
durch Anreicherung von vWF-Multimeren bestehend aus hochmoleku- 
laren vWF-Multimeren, Oder durch Beseitigung von Restkontamina- 
tionen, in einer weiteren Reinigungsstuf e zu erhohen. Als Metho- 
den daf ur komraen die bekannten Verf ahren wie Ionentauscherchro- 
matographie, Heparin-Af f initatschromatographie oder Gelf iltra- 
tion in Frage. 

Im Folgenden ist die Kombination der Immunaf finitatschromatogra-^ 
phie mit einer nachf olgenden Heparinchromatographie beschrieben. 

Das Eluat der Immunaf f initatschromatographie (Beispiel 5) wird 
ohne weitere Behandlung auf eine 50 ml-Saule # gefullt mit 
Fractogel^-Heparin beladen. Die Elution des gebundenen rvWF er- 
folgt durch Anlegen eines stuf enf ormigen Salzgradienten, wobei 
rvWF vorwiegend in einem Bereich zwischen 0,25 M und 0 # 3 M NaCl 
eluiert wird. 

Alle Chromatographiepuf f er enthalten 100 mM Glycin, um wahrend 
der Heparinchromatographie die Dissoziation von eventuell ausge- 
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bluteten F • ab- Fragment en von vWF zu gewahrleisten . Die Ergebnis- 
se der Heparin-Af f initatschromatographie sind in Tabelle 6 zu- 
sammengenf aSt . 

Tabelle 6 



Probe 


vWf Ag 


(ELISA) 


Ristocetinaktivitat 


Protein 


SDez. Aktivitat 




ug/ml 


% 


U/ml 


% 


ug/ml 


% 


mg Ag 
mg Prot 


U RCoA 
mg Prot 


Ausgang 


250 


100 


3,8 


100 


265 


100 


0,94 


14,3 


Absorbat 


95 


46 


<0,02 


<4 


105 


48 


0,9 


<0,19 


Stufe 1 


85 


15 


0,8 


9 


89 


14 


0,96 


9,0 


Stufe 2 


115 


19 


7,8 


85 


125 


20 


0,92 


62,4 



Wie aus Tabelle 6 zu ersehen ist, kann durch nachfolgende Reini- 
gungsschritte die Ristocetin-Aktivitat des vWF noch welter ver- 
bessert werden. Insbesondere wurde gefunden, daS eine spezifi- 
sche Plattchenagglutinationsaktivitat von uber 60 U/mg Protein 
erhalten wird. Zudem kann uber 85% des eingesetzten Materials 
als gereinigtes Protein mit hoher spezifischer Aktivitat wieder- 
gewonnen werden. 



Das Endprodukt der Reinigung kann nach der Sterilf iltration und 
der pharmazeutischen Formulierung direkt in entsprechende End- 
behalter verfiillt und lyophilisiert werden. In diesem Falle fun- 
giert das im Puffer enthaltene Glycin als Stabilisierungsmittel 
wahrend des Lyophilisations- und Losungsvorganges. 



Beispiel 7 : 

Einf lufi des Elutionsmittels auf FVIII:C 



Aktivitat 



Gelostes Kryobulin wurde, wie in Beispiel 4 beschrieben, an 
einer mit AvW8-2-belegten Saule adsorbiert . Die Kopplung des An- 
tikorpers erfolgte in diesem Fall uber Benzochinon, urn die pH- 
Stabilitat zu verbessern. Die Elution des gebundenen FVIli/vWF- 
Komplexes erfolgte einerseits durch pH-Erhohung wie bei Mejan et 
al. (1988, Thromb. Haemost . 59: 364-371) beschrieben, anderer- 
seits durch Glycin-Elution gemaB dem erf indungsgemafien Verfah- 
ren. 
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In Tabelle 7 sind die Ergebnisse der Bestimmung der Ausbeute und 
spezif ischen Faktor VIII-Aktivitat mittels Immunaf f initatschro- 
matographie mit verschiedenen Elutionsmethoden zusammengestellt. 



Tabelle 7 



Elutionsmethode 


spez. Aktivitat U FVIIIrC 
mg Protein 


Ausbeute FVIIIrC % 


pH - Shift 


f 37 


21 


Giycin 


67 


82 



Aus Tabelle 7 ist ersichtlich, daS bei Verwendung von Glycin- 
Puf fer als Elutionsmittel die Ausbeute bis auf das 4fache gegen- 
uber dem pH-shift erhoht wird und die spezif ische Aktivitat des 
gewonnenen Faktor VIII urn das 2fache verbessert ist. Der Grund 
dafur durfte die Exposition bzw. Aktivierung des FVIII bei einem 
pH- shift sein, wahrend bei milden Elutionsbedingungen bei neu- 
tralem pH in Anwesenheit einer Aminosaure bzw. des Zwitterions 
die Aktivitat von Faktor VIII weniger beeintrachtigt wird. 

Be±sp±el8: 

Reinigung eines Komplexes bestehend aus rekombinantem FVIII und 
rekombinantem vWF 

Zellkulturuberstande aus rekombinanten Zellen transfiziert mit 
einem Vektor enthaltend cDNA kodierend fur Faktor VIII bzw. vWF 
wurden in einem Verhaltnis 3 Faktor VIII: 1 vWF gemischt. Die 
Mischung enthaltend rFVIII/rvWF-Komplex wurde unter Bedingungen 
wie in Beispiel 3 angegeben gereinigt. 

In Tabelle 8 sind die Ergebnisse dieser Reinigung von rFaktor 
VIII/rvWF dargestellt. 
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Tabelle 8 



Probe 


U FVIII:C/ml 


Ausbeute 
FVIINC 


ug VWF/ml 


Ausbeute 
vWF 


U FVIIIC 


U vWF 


Auftrag 


2,1 J 


100 


6,1 


100 


3,4 


DurchfluG 


0.4 


19 


neg. 


0 


n.d. 


Glycin-Eluat 


8,3 


73 


25,7 


I 


3,2 



Tabelle 8 zeigt, daS sich ein Komplex bestehend aus rFVIII und 
rvWF unter den angegebenen Bedingungen gleich wie ein plasmati- 
scher Komplex verhalt. Ebenso wurde abhangig vom Mischungsver- 
haltms des Ausgangsmaterials rPVlii/rvWF- Komplex in einem be- 
stimmten Verhaltnis zueinander wiedergewonnen . Durch Variation 
des PVIli/vWF-Verhaltnisses im Ausgang oder durch AnschlieSen 
eineS weiteren chromatographischen Schrittes kann das Verhaltnis 
von FVIii:C zu vWF noch zugunsten des relativen FVIll-Gehalts 
variiert werden . Dadurch ist es moglich, gezielt einen Faktor 
VIli/vWF-Komplex mit einem bestimmten gewunschten Verhaltnis zu 
erhalten. 



B e i s p i e 1 9 : 

Test auf Maus-IgG (F • ab -Fragment e) 

Kontaminierende F -ab- Fragment e im Eluat der Immunaf f initatssaule 
werden mit Hilf e eines immunologischen Verf ahrens nachgewiesen 
(Immuno Ligand Assay, Molecular Devices). 



Kaninchen Anti-Maus IgG (F ' ab-spezif isch) wird mit Biotin oder 
Fluorescein markiert . 100 M l des Sauleneluates werden mit je- 
weils 2 »g des biotin- und f luoresceinmarkierten Antikorpers 
gemischt und inkubiert. Nach einer weiteren Inkubation mit 2 M g 
Streptavidin und ureasemarkierten anti-Fluorescein-Antikorpern 
wird das Gemisch durch eine biotinylierte . Membran f iltriert 
Nach dem Waschen der Membran kann gebundenes F ■ ab-Fragment mit 
hoher Empfindlichkeit (ca. 100 pg/ml) nachgewiesen werden. 

In Tabelle 9 sind die Ergebnisse unterschiedlicher Chromatogra- 
phielaufe zusammengefaSt. 
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Tabelle 9 



Probe 


Elutionsmethode 


vWF-Antigen 

ng/mi 


Maus IgG 
ng/ml 


na Maus IqG | 


mg vWF Antigen 


Kryoprazipitat 


pH-Shift * 


280 


34,5 


123,2 


rekomb. vWF 


pH-Shift* 


190 


28,6 


150,5 


Kryoprazipitat 


Glycin 


320 


4,2 


13,1 


rekomb. vWF 


Glycin 


248 


1,9 


7,6 



* Die Kopplung des Antikorpers erf olgte in diesem Fall iiber 
Benzochinon, urn eine bessere pH-Stabilitat zu erhalten 



Aus Tabelle 9 ist zu erkennen, dafi es mit dem erf indungsgemaSen 
Verfahren moglich ist, vWF bzw. Faktor VIII/vWF-Komplex mit sehr 
geringen Mengen an kontaminierendem Maus -IgG (F * ab- Fragment en) 
zu gewinnen. 

Durch Anfiigen eines weiteren chromatographic schen Reinigungs- 
schrittes (Heparinchromatographie oder Ionentauscherchromato- 
graphie) ist es moglich, diese Restkontamination unter die Nach- 
weisgrenze zu reduzieren. 

BeispiellO: 

Integritat des gereinigten FVUI/vWF-Komplexes 

Urn die Integritat des gereinigten Komplexes, bestehend aus FVIII 
und vWF zu demons trieren, wurden 5 ml des Eluats der Immunaffi- 
nitatssaule erhalten nach Beispiel 4 einer Gelf iltrationssaule , 
gefullt mit 120 ml Sepharose CL6B aufgetragen. Durch Elution mit 
Glycinpuffer als Laufmittel erfolgt eine Trennung nach der Mole- 
kulgrofie wahrend des Chromatographielauf es . 

Aufgund der Trenncharakteristik des Saulenmaterials wurde es bei 
Vorliegen zweier unterschiedlicher Molekulspezies (FVIII und 
vWF) zu einer Separation der beiden Proteine kommen. In Fig. 1 
sind die Ergebnisse dieses Chromatographielauf es dargestellt. 

Man erkennt deutlich, daS der nach Beispiel 4 erhaltene Komplex 
aus FVIII und vWF in einem Peak erscheint ( ) . Waren die 

beiden Proteine nicht assoziiert, wurden sie deutlich voneinan- 
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der getrennt eluieren (siehe Markierung) . 

FVIII/vWF-Komplex nach dem erf indungsgemafien Verfahren gereinigt 
liegt also als Proteinkomplex vor, in welchera der vWF die Auf- 
gabe der Stabilisierung des FVIII ubernimmt . 
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Pa tent anspruche : 

1. Verfahren zur Gewinnung von hochreinem vWF bzw. Faktor 
VIII/vWF-Komplex mittels Immunaf f initatschromatographie , dadurch 
gekennzeichnet , dafi ein an ein Immunadsorbens gebundener vWF 
bzw. Faktor VIII/vWF-Komplex mit einem Elutionsmittel enthaltend 
als wesentlichen aktiven Bestandteil ein Zwitterion unter Er- 
haltung der molekularen Integritat des vWF bzw. des Faktor 
VIII/vWF-Komplexes eluiert wird. 

2. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet , dafi das 
Zwitterion ausgewahlt ist aus der Gruppe von neutralen Amino- 
sauren, insbesondere Glycin, Alanin, fi-Alanin, Phenylalanin und 
Histidin, oder Betainen. 

3. Verfahren nach einem der Anspruche 1 oder 2, dadurch gekenn- 
zeichnet, dafi das Zwitterion in der Losung in einer Konzentra- 
tion zwischen 0,01 und 0,5 M, vorzugsweise zwischen 0,08 und 0,2 
M, besonders bevorzugt zwischen 0,1 und 0,15 M vorliegt. 

4. Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 3, dadurch gekenn- 
zeichnet, da£ das Elutionsmittel einen physiologischen pH Wert 
aufweist, vorzugsweise zwischen pH 7,0 und pH 8 , 0 , besonders be- 
vorzugt zwischen pH 7,3 und pH 7,8, insbesondere bevorzugt von 
pH 7,4. 

5. Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 4, dadurch gekenn- 
zeichnet, daS das Immunadsorbens ein anti-vWF-Antikorper , vor- 
zugsweise ein monoklonaler Antikorper ist. 

6. Verfahren nach einem dem der Anspruche 1 bis 4, dadurch ge- 
kennzeichnet, dafi das Immunadsorbens ein Fragment eines anti- 
vWF-Antikorpers ist. 

7. Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 6, dadurch gekenn- 
zeichnet, daS gereinigter vWF oder Faktor VIII/vWF-Komplex in 
einer wassrigen Losung enthaltend ein Zwitterion in einer Kon- 
zentration zwischen 0,08 M und 0,2 M und einem. pH zwischen 7,3 
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und 7,8 gewonnen wird, wobei das Zwitterion ausgewahlt ist aus 
der Gruppe der Aminosauren Giycin, Alanin, S-Alanin, Phenylala- 
nin und Histidin, oder der Betaine. 

8. Verf ahren nach einem der Anspruche 1 bis 7, dadurch gekenn- 
zexchnet, daS gereinigter vWF oder Faktor VIII/vWF-Komplex einem 
wexteren chromatographischen Schritt, vorzugsweise einer Hepa- 
nnaff initatschromatographie unterzogen wird. 

9. Verf ahren nach einem der Anspruche 7 oder 8, dadurch gekenn- 
zeichnet, daS gereinigter vWF oder Faktor VIII/vWF-Komplex ohne 
Zusatz von hochmolekularen Stabilisatoren lyophilisiert wird. 

10. Verf ahren nach einem der Anspruche 1 bis 8, dadurch gekenn- 
zeachnet, daS gereinigter vWF oder Faktor VIII/vWF-Komplex einem 
Virusinaktivierungs- und/oder Virusabreicherungsschritt unter- 
zogen wird . 

11. Praparation enthaltend hochreinen vWF mit einer spezifischen 
Aktxvxtat von mindestens 100 U/mg Protein erhaltlich durch Im- 
munaff initatschromatographie . 

■12. Praparation enthaltend Faktor VIII/vWF-Komplex mit einer 
Rexnheit von mindestens 95%, vorzugsweise 99%, und einer spezi- 
faschen Aktivitat von Faktor VIH.-c von mindestens 95 U/mg Pro- 
; . texn und von vWF:Ag von mindestens 95 U/mg Protein erhaltlich 
durch Immunaff initatschromatographie . 

13. Praparation nach Anspruch 11 oder 12, dadurch gekennzeich- 
net, daS sie einen Komplex bestehend aus rekombinantem vWF und 
rekombinantem Faktor VIII en t halt, wobei das molare Verhaltnis 
von Faktor VIII zu vWF zwischen 0,01 und 100, vorzugsweise zwi- 
schen 1:30 und 1: 70, besonders bevorzugt bei ungefahr 1:50 
liegt . 

14. Praparation nach einem der Anspruche 1 bis 13, dadurch ge- 
kennzeichnet, daS sie in Losung bei 4»C fur mindestens 2 Wochen 
bex - 20 o C tiefgefroren fur mindestens 6 Monate und als Lyophili- 
sat fur mindestens 1 Jahr stabil ist. 



INSDOCID: <WO_9838218A1_L> 



WO 98/38218 



PCT/AT98/00033 



- 31 - 

15 . Praparation nach einem der Anspruche 1 bis 14, dadurch ge- 
kennzeichnet , daS sie im wesentliche keine durch das Immunadsor- 
bens, insbesondere durch einen Antikorper oder ein Fragment 
eines Antikorpers, verursachte Verunreinigungen enthalt. 

16. Praparation nach einem der Anspruche 1 bis 15, dadurch ge- 
kennzeichnet , da£ sie weniger als 15 ng Maus- IgG/mg Protein, 
vorzugsweise weniger als 10 ng IgG/mg Protein, besonders bevor- 
zugt weniger als 7 ng IgG/mg Protein enthalt. 

17. Praparation nach einem der Anspruche 1 bis 16 dadurch ge- 
kennzeichnet , daS sie mindestens einem Virus inaktivierungs- 
schritt unterzogen wurde. 

18. Praparation nach einem der Anspruche 1 bis 17, dadurch ge- 
kennzeichnet , da£ sie weniger als 3%, vorzugsweise weniger als 
1% Fibrinogen und weniger als 1%, vorzugsweise weniger als 0,5% 
Fibronektin enthalt. 

19. Praparation nach einem der Anspruche 1 bis 18, dadurch ge- 
kennzeichnet , dafi sie als pharmazeutische Zusammensetzung formu- 
liert ist. 

20. Praparation nach Anspruch 19, dadurch gekennzeichnet , dafi 
sie eine Reinheit von mindestens 95%, vorzugsweise 99%, und eine 
spezifische Aktivitat von Faktor VIII :C von mindestens 95 U/mg 
und von vWF von mindestens 95 U/mg aufweist und gegebenenf alls 
frei ist von hochmolekularen Stabilisatoren. 

21. Verwendung einer Preparation nach einem der Anspruche 1 bis 
20 zur Herstellung eines Arzneimittels zur Behandlung der vWD 
oder phanotypischer Hamophilie A. 
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